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緒言
E事母細胞E置を洛解する酵素の研究It.1914年Giaja1)に
よって見出されたかたつむり (Helix pomatia)の分泌
する消化酵素にはじまる。以来本酵素lま醇母細胞の
protoplast銅製のために多数の研究者に利用されて来た。
一方これに代る酵素の給源を微生物に求めた報告が最近
とくに多〈見られるようになった。こうした研究の経縛
と本群繁の利用性については筆者らの研究の一端を含め
て， 1968年の本紀要2)に総説したが，その後この分野に
おける研究は，Domanskiら3!その他日本におけるー多くの
研究者・~叫.担.._.%7)によって報告されている。
筆者らは，以前の研究U 】においていて菌綴蕗(Sclero-
tinia libertiana)の生産するβー1， 3ー グルカナー
ゼがβ-}， 3ー グルカンに作用してグルコースのみを
生ずるいわゆるExo一型であるために，この酵素単独で
は酵母細胞の分解が困難であるが，酵母細胞をパパヤリ
ゾチームで前処恕すると， β-1， 3ー グルカナーゼに
による消化性か苦しく相大することを認めた。その後.
筆者らは酵母細胞成分の栄養食穣方面への利用に際し，
酵母細胞壁溶解鯵素を用いて堅牢な級胞墜を溶解するこ
とは酵母の消化性を唱し且つ細胞内の有効成分の利用性
を高める上に極めて有用なことと考え.更に強力な量事業
細胞壁溶解傍棄を生産する菌の検索を行なって来た。本
稿てるはf専られた菌株のうち，最も強力なー菌株の分離同
定を行なった結果について報告する。
実験材料および実験方法
I 薗の分雌培地組成
菌の第一次検察には自己消化処理醇母 (AWY)を含
む二層寒天平板t岳地(A)を，第二次検索ならびに分離し
た菌の保存には乾燥酵母を主な栄養源とする縫地 (8)
を使用した。繕地組成lま次の通りである。
被は続絵，栗田(田中)
( 15 ) 
分離用t岳地 (A) 分自量用繕地 (8)
(上層)A WY 1.0 % 乾燥様素 1.0 % 
寒天 1.5 % K2HPO. 0.2 % 
(下層)K2HPO. 1.0 % MgSO.. 7 H2∞.01% 
MgSO‘・7H20 0.01% (寒天 1.5%) 
静母エキス 0.05% pH 6.5-7.0 
寒天 1.5 % 
pH 6.5 
A WYlt市販のオリエンタル乾燥静母を用い，1anaka
ら12)の方法に準じて作成した。すなわち酵母50gを4∞
dの水に懸泊し少量のトルエンを滴下して45・C，7Z時間
加温したのち.遠心分自在 (3000r.p.m.，20min)し上清
が透明になるまで蒸溜水で数回洗浄して凍結乾燥した。
必要の都度概製したがその平均収震37%，N含量20%，
グルコースを標準にしたフエノール硫酸法によるC含量
14%であった
E 曹の分同盟方法
第1次検察:Salton13)の糊儲寒天平板法を応用して
シャーレに分離周t告;地 (A)の下層用及び上層用それぞ
れ10・eをニ厳に流し回め自治した平板培地を作り，これ
に各地から収集した土媛，木材腐朽物あるいは寄生樋物
など約5gを無菌水10・21こ懸j虫しさらに無菌水で適当
に希釈した液を歯線塗布し，37・C2-68問洛獲ののち
周囲に透明な溶解帯を示す集務を探し単一集務を得るま
で同-}各地を用いて分雄をくり返した。
第2次検索:第1次検察によって得られた菌株の中か
ら比較的溶解帯の明確な菌株を選ぴ分離用液体格地(8)
1伽tに接種し 37・C，45時間綴漫前絡養したのち，同じ
t害地10012を含む坂口フラスコに移して 37・C，4日間
銀漫洛養を行ない，その繕事fiF液について酵母細胞の溶
解活性を調べた。オリエンタル乾燥醗母1.5mgを0.5.e
のM/15リン酸緩衝液(pH 6.0 )に懸法し，これに
pH 6に街鐙した上記培養ヂ減4.5.eを加え.40・C，60 
??
金
分反応させたのち6ωnmにおける治度を測定し，田端ら 1・}
の方法によって溶解活性を算出した。すなわち，
酵母浴解活性L.A. (Lytic Activity) % 
(do-d伺)ー (Co-ClOO) do ，- _ VV ' X 100 
0 
do = 反応開始時の反応液のO.D. 
d60 = 60分反応後の反応液のO.D. 
Co = 酵素液の代りに水を加えた対照の反
応開始時のO.D. 
C60=上:e対照の60分後のO.D. 
m 分降した薗の形懲観療の方法
ISP (lnternational Streptomyces Project ) 
manual15)における熔地1から繕地8までの8種の指地
ならびに分間監用繕地 (B)を用い， 28・C，14日培養後
に生育状態 (Growth)，気菌糸 (Aeriahnycerium)， 
斜面絡地の背面における状態 (Reverce)，矯地中の可
浴性色素(Solublepigment)について観察した。 培地乃
色は Ridgwayの Color Standards and Color 
Nomenclature 16)を用いて決定した。光学顕微鏡によ
る形態観察にはISP繕地7(チロシン寒天指地)を滅菌
シャーレ中においたスライドグラス上にできるだけ簿〈
均一に流し固めたのちこの上に希釈した菌の懸治液を 1
滴落して均一に伸ばして 28・C，14日間培繁後倍率X600
-Xl∞0で観察した。また胞子の写真撮影はJEM-SS
型電子顕微鏡 (倍率X4∞0)で行なったの
N .の生育の量E適pHおよび是適温度の測定法
分離用縫地(B)を用いて平板縫養した菌を無菌水で集
めて懸治液を作り表函の浮遊物と下部の沈降物を除き，
中間の胞子懸治部分を集めて接種用菌液とした。この菌
液を駒込ピペットで2滴(章句O.2me)ずつ，1 S P培地7
の液体培地10・4中に按種して，2週間静筆箱養後の法度
変化を菌を祭種しない対照の湾地と比較した。生育のpH
範囲を調べる湯合は鳩土色のpHを4，5，6，7，8，9 
に調鐙したものをそれぞれ4本作成し内1本を対照に用
い28・Cで培繁をおこなった。。また生脊の温度範囲を
調べる場合l主，土審餐温度を20，24， 28， 30， 37， 40， 45， 
50・Cで上と同機対照をおいて菌の生育度を比泊した。
V 炭水化物の分解および資化後観察の方法
ISPで採用されたPridham-Gottlieb17)の合成基礎
絡地(ISP繕地9)に各種炭素源を最終治度が1%にな
るように添加する。この寒天繕地をシャーレおよび試験
管に流し上記Nと同じ要領で準備した菌を0.0喝dずつ画
線塗布し， 28・C，10日間洛養後.炭素源無添加繕地と
グルコースを炭素源とした活地の場合の薗の生育度をそ
れぞれ対照にして比較観察した。
し
物 学
実験結果および考察
I 醇母細胞隻溶解薗の分鼠
菌の第1次検察において純粋分難した薗の酵母t音地上
におけるコロニーの大きさおよびその周辺部の透明域の
大きさと透明度を観察計測して28菌株を選択した。この
菌株を信事母を含む液体t剖也でt告書Eし，t音養炉液の酵母溶
解能を調べて得た第2次検察の結果1;1:表ー1のようであっ
た。このうち泊度減少率10%L'.u.を示した3菌株(102，
113， 202)について酵母の浴解活性の産生におよItす鮮
母およびグルコースの溢度の影響をしらべて図一1およ
び図-2に示した。これらはいずれも分援用培地 (B)
表-1 分厳した菌株の培養液の洛解活性とpH
菌株:No.L.A. pH 菌株:No.L.A. pH 官菌株No.L.A. pH % % % 
202 13.6 8.4 126 5.7 8.4 121 3.8 9.2 
113 13.1 8.2 201 5.6 7.4 133 3.5 8.4 
102 9.9 7.6 127 5.2 7.8 114 3.4 9.0 
124 7.5 8.0 104 5.0 8.8 118 3.3 8.0 
112 7.1 8.2 106 4.8 8.0 103 3.3 8.2 
109 7.0 8.0 111 4.3 8.2 135 3.1 7.2 
115 6.4 8.8 119 4.3 8.0 108 3.0 8.4 
120 6.2 8.8 116 4.0 9.2 107 2.8 8.6 
を基礎と し.信事母漫度のみを 1，2， 3%に変えた培地
と，グルコースを 0，5，1， 3%の割合で添加した矯地
にそれぞれ3種の選択菌株を接種し経時的に一定量を採
取して縫望書液の酵母溶解活性をしらべたものである。こ
の結果3菌株はいずれも酵母温度1%の時に最も活性が
高〈経時的lこは102菌及び113菌が72時間で， 202菌株は
96時間繕長で最も高い活性歯車を示した。またグルコース
を添加すると 3菌株とも港養液中に産生される活性のピ
ークが1-2日早くなる傾向があるが，その最高活性値
は202菌の0.5%添加の翁合を除いて，他1;1:無添加の渇
合より低い値を示した。グルコースの添加は菌の生育を
早めるが熔地 pHの低下を釆し必ずしも酵素産生のため
にはよくなかったがこれは培地組成のC/N比とも関連す
ると思われるので何れの菌株についても培養条件につい
てはさらに詳細な検討が必要であろう。上の結果から今
回は矯養滋中に最も高い溶解活性を示した202菌株を選
んで菌の同定を行なった。
n 202薗縁の同定
本i株l孟秋期おおいぬたてるの楽に寄生したものの一種
で，酵母寒天培地 {分自量閉繕地(B))によ く生育し接
種2日後は集落全体の発育の色1;1:白色であるが，その後
集落の中心部分から円周上に向けて次第に灰色から黒色
( 16 ) 
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mJ-1 溶解活性の産生に及ぼす鮮母温度の影響
を帯びて来る。また独特の土綴臭を有し顕微鏡下におい
て著PJlに発途した気菌糸が観察された。タは見上成熟した
1島裕の袋函が灰色から黒色を示したのは気菌糸をおおっ
ている多数の分生子のためと理解された。ペプトン寒天
府地上でも極めて特徴のある隆起した発育を示し，築港
の周縁は不規則に切り込まれ.中心部の隆起から周縁に
かけて放射状に切裂し黄褐色であるカマ~Ji微鏡観察の結果
lま酵母寒天悠地の渇合とほぼ悶じであった。また菌接種
後4日目には.写真一Iおよび2に示されるように鮮母
寒天泡地上で集落の周囲に明らかな滞解申告が認められた。
以上のような特徴から本菌I;U聖母細胞溶解酵素を分泌す
る欽線菌の一種であろうと考えられた。
1.肉般的形態観察
ISP manual I二基づいて各種縫地を用いて生育さ
せ肉般的に観察した 202菌の形態性状を表-2に示し
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'L.A. glucose 
0.5% ←ー
102M 
1.0% 0ー-
3.0% -t:.-
10 
5 
。
2 3 4 
15ト 113菌
5 
。
1 2 3 4 
10 
5 
。
2 3 4 
t膏 餐回数
図-2 溶解活性のE量生に及ぼすグルコース浪度の彫響
た。これより本箇は酵母エキス ・麦芽エキス寒天t音地
上で気菌糸は臼または灰色であり，グリセリン・アス
パラギン寒天熔地では気磁糸の生育が非常によく粉状
で発育の色;ま白から灰色となり矯獲の経過とともに湿
潤化して黒くなるのが特色である。チロ シン寒天t~地
上でもよく生育しグリセリン・アスパラギン寒天t宮地
の局合とよく似た特色を示した。鉄塩を含むベプトン
鮮母エキス寒天t膏I也でも可溶性色素の~生lま認められ
ず Bact碕重量湿の液体I音地では無色の直面糸が生育とと
もに沈降して行き洛繁液の色に変化はなかった。
2.顕微鏡による形態観察
上の結果から本菌lまチロシン寒天土産地上において薗
の発育がよく放線菌の特徴が鮮明に現われていたので
これを用いて顕微鏡観察をおこなった。 写真-3に
見られるように気直面糸はもつれて分校し.胞子裏li2 
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写真一 1 写真一2
Streptomyces hygroscopicusの酵母寒天培地上における生育とその周辺における溶解*
写真一3 Streplomyces hygroscopicus 
sp. の気菌糸 (X1200)
-3[司巻いて先端が聞いているのが持微であった。電
イ.~微鏡観察による胞子は写真一 4 のようで0. 1-0 . 8
X 1.2μの階円体又は柱筒状であり，表面は平治であった。
3.生1型的性状
事) 生育の温度範囲:縫養温度20・Cと50・Cではチ
ロシン崎地中の菌のI曽殖は認められず 24・Cから
45・Cの聞では菌は生育したがとくに28・C-30・Cに
おける菌のm殖が最も多<.中温菌と考えられた。
b} 生育の段通pH チロシン繕地のpHを変えて熔養
した結果 pH4では蘭はほとんど地殖せずpH5 
-10にあ・いて生育したが最も生育皮の高かったのは
pH6 - 7であった。
c} 各種炭素源の利用性:表-3に示すような炭素源
を用いてt音!獲し，炭素源無添加の織合の菌の生育度
を土ても表わすと中等度ないしは良好な資化性を示し
た炭素源は. iー イノシトール. Dーキシロース，
Lー アラピノース. Dー ガラクトース. Dー グルコ
ース.Dーマンノース. Dーフラクトース，ラムノ
スー.7ルトース，ラクトース， トレハロ スー，デ
ンプン，グリセリ ン，コハク酸ナトリウム，クエン
厳ナトリウムであった。
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司
写真-4 Streptomyces hygroscopicus sp. 
の胞子の電チiJ'l微鏡写真 (X240ω)
d) その他の性質 :パレイショ，ニンジンt吉地でも良
〈生育し， 二次菌糸の形成も観察された。また純木
に浸した炉紙(0.5X5cm)上にも生育するのが特徴
的であったが，セルロースの分解は陽性とは云い難
かった。c}のデンプンを炭紫源にした平板t音地に生
育した磁の周辺においてヨードヨードカリ反応陰性
の環状帯ができたのでデンプンの水解は陽性と判断
した。さきにISP.t;岳地4の無機塩デンプン寒天縫地
に磁ーは生育しなかったがこれは炭繁源資化性の実験
において本菌がTンプンを含む培地によく生育し，
かつデンプンの水解が認められたことか与考えて，
iの銭種が不完全であつにのではないかと推著書され
る。本菌のISPのt宮地8(8actー 硝酸滋絡地)にお
ける熔養液(;1:亜硝酸塩陽性を示し，蛋自分解力につ
いては，ゼラチン，血消の液化はともに賂f-1:.牛乳
たんぱくの凝集性も陽性であった。表-4にこれら
の性状をまとめて示した。
以iの結果を既知菌樋のそれらと比較検討した。
即ち Pridhamら18)の分類に基づいて分類すると本
菌(;1:Spirα， Gray Seriesに属すると考えられ. さら
に8ergey's Manual19入、Naksman20) Hutter 2υ 
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表- 2 Streplomyces hygro$Copicus sp.恥202
の形態的特徴
府地上における形態
G*:最初I;l:表面に生育し.除々 に
-!事@エキス』音地 沈降する。
t音I也2: I持母エキス G :生育は中程度で.集落の周縁
一変3Fエキス寒天 IH!l応伎があり色側内主緑色
t書t也 A“:生育(j.中程度で粉状。所々黒
〈湿潤Itした真正点がある。
R持:無色
5*:最初I;l:無色て様々 にかすかな織色
錨地3:オー トミル G :なし
寒天t膏地
t音I也4:j僚依塩ーデ G なし
ンプン型車矢崎地
t音!I!5 :グリセリン G 生育I:t.中程度で集落の周縁I:t.
ーアスパラギン寒 限応性があり色均ま無色
天t宮地 A 比般的$<粉状で集落の周辺1l
は日を追って湿潤化し色l主白色
から灰色に変り黛いI1E点があえ
R 無色から覇軍ぃ黒渇色
s なし
f音地6:ベプトンー G :生育li中程度で集落の周縁li限局俊
信事母エキス鉄極寒 がありIt状て唆沢を示す.
天沼地 A 少ない
R 貧尚色
S :なし
t岳地7:チロ シン寒 G :生背は中程度で集落の周辺部
天b音t也 l主限局役があり聖書状を示す。
A :比般的~ < 粉状で培処5 と同色。
集落周辺~I:'日を追って湿湖It.
R : IlU目色
S :，無色~かすかな縄色
t苦tt8: Bactー 繍 G :裂前と底面に生育する。
酸極t高地
* G: Growth. A: Aerial mycelium， R: Reverese 
S : 501 uble pigment 
H対 気菌糸を着生する本菌でI:t..気菌糸を取り除いた状I!
の生育の色を示した.
の著得， 1 S Pの薗種記載.各種 typespeciesとの
比較などより，本菌liSlreptomyces hygroscopiclls 
にも っとも類似していることが明らかとなった。そこ
でわれわれの分厳した 202菌を Slreptomyces 
hygroscopicus に属する薗.株と同定し， 今 後
( 19 ) 
表:-3 Strepωmyces hygroscopicus sp.恥202
による各種炭水化物の資化性
炭 * ~事
Erythritol 
Adonitol 
D-Sorbitol 
i-In05itol 
D-Mannitol 
Dulcitol 
D-Xylose 
L -Arabinose 
0-Galactose 
L-Sorbose 
D-Glucose 
D-Mannose 
0-Fructose 
Rhamnose 
Melibiose 
土 :Poor growth 
+: Growth 
生育 炭 ヨ賢 源
土 Maltose ++ 
土 Sucrose 土
土 Lactose ++ 
++ Rafinose 土
++ Trehalose ++ 
土 Salicin + 
++ Esculin + 
++ Starch +++ 
++ lnulin + 
± Glycerol ++ 
++ Na-acetate 土
++ Na-Succinate 十+
++ Na-citrate ++ 
++ Cellulose + 
+ Control ± 
++ : Moderate growth 
+++ : Abundant growth 
表-4 Streplomyces hygroscopicus sp.ぬ.202
の生理的性状
生 育の最適 pH pH 6 -7 (生育のpH範囲 5ー 10)
生育のQ適温度 28-30・C(生育の温度飽図24-45・C)
ゼラチ ンの液化 (+) 
凝牛乳固蛋血自清のの凝液固伎化 (+ ) 
デン プンの氷 解 (+) 
備E量若草の還元力 (+) 
セルロースの分解 {ー )
色素のI'i 生 (ー }
Streptomyces hygrouopicus sp. No. 202と呼称する
こととした。
要約
目撃母細胞墜溶解酵素のより強い生産薗を分隊するため
に土*，草木11朽物などを試料として自己消化処理勝母
を含む指地に生育した薗の集務の中から周囲に画聖母の溶
解帯を示す~8株の菌を集めた。 これらの薗を乾燥傍母を
含む液体縫地で培養し.そのヂ滋の醇母MB.8!に対するt金
曜置の減少度の高い3菌株を選択した。このう ちもっとも
溶解治生のつよい1菌株を選んで形態観察および生理的
性状を調べた結果.Streptomyces hygroscopicus 5p固
と同定 された。
-20ー 食
副 書宇
iの分自E同定にあたり，ご援助.ご助言をいただいた
武図書E工発酵生産物研究所織野正維所長，長谷川徹博士，
ならびに財団法人発酵研究所板野殿博士に厚〈感謝いた
します。
本報告の内容は昭和47年度および昭和48年度日本農芸
化学会大会における発表の一部である。
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For tbe purpose of isolation of microorganism which lyses celJ walJ of baker' 5 yeast， 28 
microorganisI回 werecolJected from soil samples. As the result of our screening under some 
suitable conditions setted， 3 strains of microorganisms were selected. 
The most potent one was i dentified as SI replomyces hygrO$copicuI sp. 
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